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(3) Verfahren zur racematarmen Herstellung von Peptldzwlschenprodukten der Gonadorelln- und 
Gonadorelinanaloga-Synthese und neue Zwischenprodukte bei diesem Verfahren. 

@ Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 
Peptiden der Formel I 



U - A 1 - A" - A* - A* - A a - X 



(I) 



in der U eine Urethanschutzgruppe, A 1 Trp oder D-Trp, A* Ser, 
Ala oder Thr, A* Tyr oder Phe A 4 Gly, den Rest einer 
D-Aminosdure oder den Rest eines D-Aminosaurederivates, 
A 1 Leu r N-Methyl-Leu, N-Ethyl-Leu, SertBut), Cys(But), 
Asp(OBut), Glu(OBut), Orn(Boc) oder Lys(Boc) und X OBut 
N oder A'-Pro-Y bedeuten, wobei A* fur Arg, Orn, Lys oder 
^ Homoargmin und Y fur Gly-NH., NH-NH-CO-NHi, (Ct/ 
CaJ-Alkylamino, Cyclopropylamino, mit Hydroxy oder Fluor 
O substttuiertes (Ct-C>)-Alkylamino oder mit Hydroxy oder 
00 Fluor substttuiertes Cycioalkyiamino stent, unter Verwen- 
CM dung von Tripeptiden der Formel II U-A^-A'-OH, in der die 
Reste wie oben definiert Die Erfindung betrifft weiterhin Pep- 
J2 tide der Formel II a Is Zwischenprodukte bei diesem Verfahren. 
10 
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Verfahren zur racema tarmen Herstellung von Peptldzwiachgn- 
produkten der Gonad orelln- und Gonadorellnanalofia-Synthese 
und neue Zwlschenprodukte bei diesem Verfahren 

Die Erflndung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 
Peptiden der Porrael I 



(I) 



0 - A 1 - A 2 - A3 - > - A 5 - x 

5 

In welcher 

U eine Urethanschutzgruppe, 
A 1 Trp oder D-Trp, 
A 2 Ser, Ala oder Thr; 
10 A^ Tyr oder Phe 

A Gly, den Rest elner D-Aminosaure oder den Rest eines 

D-AminosSurederivates, 
A 5 Leu, N-Methyl-Leu, N-Ethyl-Leu, Ser(But), Cys(But)," 

Asp(OBut), Glu(OBut), Orn(Boc) oder Lys(Boc) und 
15 X OBut oder A6-?ro-Y bedeuten, 

wobei 

A 6 fUr Arg, Orn, Lys oder Homoarginin und 
Y far Gly-NH 2j NH-NH-C0-NH2 , (Cl-C 3 )-Alkylanino , Cyclo- 
propylamino, rait Hydroxy oder Fluor substltuiertes 
( c l-C3)-Alkylamino oder mit Hydroxy oder Fluor substl- 
tuiertes Cycloalkylaniino stent, das dadurch gekenn- 
zeichnet 1st, daB man ein Tripeptid der Formel II 



U - Al - A2 _ A3 - OH 

in welcher U, Al, A2 und A3 die oben genannte Bedeutung ha- 
ben, mit einera Peptid der Formel III 

H-A1-A5-X • (m) 

in welcher A 'J , A5 und X die oben genannte Bedeutung haben, 
oder dessen Derivat umsetzt. 
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Peptide der allgemeinen Formel I sind ihrerselts Zwischen- 
produkte bei der Synthese von Gonadorelin (Biochera. Bio- 
phys. Res. Coramun. 43 [1971] 1334-39) oder dessen Analoga, 
wie sie beispielsweise aus dem US-Patent 4 024 248 bekannt 
5 sind. 

Gonadorelin (LHRH) ist bekanntllch ein Horraon aus dem Hypo- 
thalamus der Formel IV 

10 Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2 (IV) 

das in der Hypophyse die gonadotropen Hormone LH und FSH 
ausschtlttet. Als Gonadorelin ( LHRH ) - Analoga kommen Peptide 
in Betracht, In deneji einzelne oder mehrere AminosSuren des 

15 LHRH ausgetauscht sind und/oder die Peptidkette durch Ver- 
ktlrzung, VerlSngerung und/oder Derivatisierung variiert 
ist. Von besonderer Bedeutung sind dabei Substitutionen von 
Glycin In Position 6 durch D- Amino sSur en und in Position 10 
durch Gruppen wie Alkylamino. Erw&hnt sei z.B. Buserelin 

20 (Formel V): 

Pyr-His-Trp-Ser-Tyr-D-SertB^J-Leu-Arg-Pro-NHEt (V) . 

Aus der Literatur sind Verfahren zur Herstellung von Ver- 
25 bindungen der Formel I bekannt (Biochem. Biophys. Res, 
Commun. 45 [1971] 767; US-Patent 4 024 248), bei welchen 
die Synthese stets nach der Azidmethode erfolgt, die als 
raceraisierungsarmes Verfahren bei derartigen Fragmentsyn- 
thesen bekannt Ist (Lit.: J. Chera.Soc. [London] i960, 3902; 
30 Helv.Chim.Acta, 44 (1961) 1991). 

Dennoch ist bei der Anwendung der Azidsynthese mit zahlrei- 
chen Nebenreaktlonen zu rechnen. So kOrinen 
1,2-Diacyl-hydrazine entstehen, vor allem dann, wenn 
35 SSureunterschuB wShrend der Azidbildung vorherrscht. 
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Bel Tyrosin lm vorliegenden Fall kann Nitrlerung in o- 
Stellung zur phenollschen Hydrpxygruppe und bei Tryptophan 
kann N-Nitroslerung erfolgen. Auch die Umwandlung von Pep- 
tidaziden in die entsprechenden Amide wurde beobachtet 
5 (zusammenfassende Lit.: Liebigs Ann., 659 (1962) 168, Syn- 
thesis (1974) 519). 

Ein gravierender Mangel 1st die InstabilitMt der Peptidazi- 
de, die sich schon bei leieht erhohter Temperatur nach ein- 
10 era Curtius-Abbau in die Isocyanate umlagern kSnnen und in 
der Folge Harnstoffe und andere Nebenprodukte bllden 

(Helv. chin. Acta, 44 d9 6l > 1991, Sort S. 1997, Synthesis 

(1974) 549). 

15 Bei der Nacharbeitung konnte ebenfalls diese Nebenreaktion 
unter Bildung des Isocyanats und Weiterreaktion zuro Harn- 
stoff beobachtet werden (s. Beispiel 4.1 und 4.2). DaB 
Nebenprodukt (Hamstoffderivat) 1st sehr schwer vom ent- 
sprechenden Peptid abzutrennen und nur mit Hilfe der HPLC 

20 nachzuweisen. Das AusmaB dieser Nebenreaktion kann bis zu 
" 15 % betragen (s. Beispiel 4.2). 

Die Ausbeuten der Azidsynthesen sind selten hSher als 70 - 
80 % d.Th. Ursache dafttr sind die erwahnten Nebenreaktio- 
25 nen. 

Das Azldverfahren 1st unter dem Gesichtspunkt des 
ProduktionsmaBstabs unbrauchbar. Die wShrend des Verfahrens 
auftretende Stickstof fwasserstoff saure oder ihre Salze 
30 stellen ab einer bestimmten Menge ein technisch schwer zu 
bewaltigendes Sicherheitsrisiko dar. So trltt z.B. beira Um- 
satz von ca. 25 kg Tripeptidazid im Laufe der Aufarbeitung, 
beispielsweise bei einer sauren Extraktion mind. 1 kg Stick- 
stof fwasserstoff saure, die zu heftlgen Explosionen fiihren 
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kann (Lit.: RBmpps Chemie Lexikon, 7- Auflage, Prankh'sche 
Verlagshandlung, Stuttgart 1975, S. 3348). 

Um dieses Risiko zu beherrschen, mtlBten zahlreiche teure 
5 meBtechnische InprozeBkontrollen entwickelt und installiert 
werden. AuBerdem mtlBten Mutterlaugen und wSBrige Extrak- 
tionslSsungen vor ihrer Entsorgung von Stickstof fwasser- 
stoffsSure und ihren Salzen bef reit werden, was ebenfalls 
eines groBeren analytischen Aufwandes bedilrfte. 

10 

Die Stickstof fwasserstoffsMure 1st auBerdem noch unter dera 
Aspekt der Arbeitshygiene als bedenklich anzusehenj dies 
drtlckt sich in einem sehr niedrigen MAK-Wert aus. Der MAK- 
' Wert fflr HN^ betrSgt.0,1 ml/m 3 bzw. 0,27 mg/m 3 (TRgA 900, 
15 1982). 

Diese genannten Grtinde verbieten es*, das Azidverfahren tiber 
einen LaborraaBstab hinaus zu vergrBBern. 

20 Es wurde nun gefunden, daS man ausgehend von dera auf race- 
mis ierungsarmera Wege hergestellten geschtttzten Tripeptid 
der Pormel II mit Hilfe der ftinf unten genannten Kupplungs- 
verfahren fiberraschenderweise praktisch zu racematf reien 
Produkten der Pormel I kommt. 

25 

Das erfindungsgemSBe Verfahren z.B. unter der Verwendung 
der PPA-Methode unterliegt im Gegensatz zum Azidverfahren 
keinen sicherheitstechnischen BeschrSnkungen. Dartiberhinaus 
erwies sich das Verfahren vom praktisch-chemischen Stand- 
30 punkt aus ebenfalls als problemlos. Der ttbergang in den 
ProduktionsmaBstab fUhrte weder zura Verlust an Ausbeute 
noch an Reinheit der Produkte gegentiber dera LaborraaBstab 
(Beispiel 6.1). 

35 Die Umsetzung des Tripeptids der Pormel II mit dem ent- 
sprechenden Peptid der Pormel III mit freier Aminogruppe 



und geschiitzter Carboxylgruppe wird vorzugsweise in einem 
in der Peptidchemie tiblichen LSsungsmittel Oder auch in 
Wasser/L5sungsmittel-Gemischen in Gegenwart eines geeigneten 
Kondensationsmittels durchgeftihrt , wie z.B. 

5 

1. Dicyclohexylcarbodiimid unter Zusatz von 

1-Hydroxybenzotriazol (DCCI/HOBt-Methode; Lit.: 
Chera.Ber. 103 (1970) 788) 

10 2. Dicyclohexylcarbodiimid unter Zusatz von 3-Hydroxy-lJ- 
oxo-3 , H-dihydro-1 ,2 ,3-benzotriazin (DCCI/HOOBUMethode; 
Lit.: Chem.Ber.103 (1970) 2034) 

3. Dicyclohexylcarbodiimid unter Zusatz von N- 
15 Hydroxysuccinimid (DCCI/HONSu-Methode; Lit.: Z. 
Naturforsch. 21b (1966) M26) 

*W AlkanphosphonsSureanhydrid, wie n-PropylphosphonsSure- 
anhydrid (PPA-Methode; Lit.: Angew. Chemie, Int. Ed. 19 
20 (1980) 133) 

5, DialkylphosphinsSureanhydrid, wie Methylethylphosphin- 
sSureanhydrid (MEPA-Methodej Lit.: US-Patent 4 426 325). 

25 Wenn im zu synthetisierenden Gonadorelinanalogen die Amino- 
sSure in Position 6 ein sSurelabiles AminosSurederivat (wie 
z.B. D-Ser (But), D-Glu(OBut), L-Lys(Boc) usw.) sein soli, 
1st das Zwischenprodukt der Pormel I mit X = OBut nicht 
sinnvoll; der Syntheseweg muB dann tiber Zwischenprodukte 

30 der Forroel I mit X =fc OBut verlaufen. 

Als geeignete Losungsml ttel verwendet man bei dem 
erf indungsgemSBen Verfahren aus Griinden der LSslichkeit 
raeist polare Losungsmittel wie z.B. Dimethylacetamid, Dime- 
35 thylformaraid, Diraethylsulfoxid, PhosphorsMure-tris-(di- 
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methylamid), N-Methylpyrrolidon, Wasser oder Hischungen der 
genannten LSsungsmittel mit Wasser. Letzteres trifft vor 
allem beim MEPA-Verfahren zu. Aber auch Chloroform, Methy- 
lenchlorid oder Essigester koramen zum Einsatz. Die Synthese 
5 kann zwischen -10°C und Raumteraperatur durchgeftihrt werden. 
Vorzugsweise beginnt man bei ca. 0°C und erhBht spater auf 
Raumtemperatur. 

Eine bevorzugte. Verfahrensvariante 1st dadurch gekennzeich- 
10 net, dafi 

A 1 Trp, A 2 Ser, A 3 Tyr, A 1 * Gly, D-Ala, D-Leu, D-Ser (But), 
D-Trp, D-Phe, D-Gln(cyciohexyl), D-Naphthylalanin, 
D-Benzylhistidin, D-Thr(Bu t ), D-CysCBu*), D-AspfOBu*), D-Glu- 
(OBu 1 ), D-Orn(Boc) oder D-Lys(Boc), A 5 Leu und X 0Bu t , Arg- 
1 5 Pro-Gly-NH 2 oder Arg-Pro-NH-NH-CO-NH 2 bedeuten* 

Besonders bevorzugt sind Verfahren zur Herstellung von 
U-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NHg und 
20 U-Trp-Ser-Tyr-D-Ser (B^ J-Leu-Arg-Pro-NHCgHj , 
worin II wie oben definlert 1st. 

Bevorzugt sind solche Urethanschutzgruppen U (vgl. Kontakte 
Merck 3/79 , Seite 14, 16), die hydrogenolytisch abspaltbar 
25 sind, wie Z, Z(N0 2 ), Pyoc, Z(Hal n ), Dobz oder Moc, insbe- 
sondere aber Z. 

Der tiberraschend geringe Raceroisierungsgrad bei Anwendung 
des erf indungsgemMBen Verfahrens wurde rait Hilfe der Hoch- 

30 druckflUssigkeitschromatographie (HPLC) an den ungeschiitz- 
ten Peptiden der Pormel I (U = Wasserstoff ) belegt. Stellte 
man ein entsprechendes Hepta- oder Octapept£d der Pormel I 
wie oben beschrieben her, das in der Position A 3 statt Tyr 
D-Tyr eingebaut hatte, so erhielt man das Produkt, das ira 

35 Palle einer Racemisierung der Verbindung rait A 3 » Tyr 
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wShrend der Kupplung auftreten muB. Da mittels HPLC diese 
beiden Diastereomeren als ungeschiitzte Peptide getrennt 
werden konnen, konnte man so das AusmaB der Racemisierung 
bei den elnzelnen Kupplungsmethoden erfassen. 

5 

Tab, I RacemlslerungsKrad - Bel spiel: 

Z-Trp-Ser-Tyr-D-Ser(Bu t )-Leu-Arg-Pro-NHEt; die Synthese der 
genannten Verbindungen wird nach den verschiedenen Methoden 
durchgeftthrt, das Reaktionsprodukt wird Jewells ohne 
10 Zwischenreinigung der Hydrierung unterworfen und als 
H-Trp-Ser-Tyr-D-Ser(Bu t )-Leu-Arg-Pro-NHEt mittels HPLC 
charakterislert. 



HPLC-Methode: 

15 SSule: Nucleosil^ 5SA (4 x 300 mm); Elutionsmittel: 
'AO % Puffer / 60 ? Acetonitril (Puffer: ljig KHgPOi,; 
pH: 5,8), FluB: 1 ml/min; Detektor: UV - 220 nm. 

Synthesemethode % Anteil des D-Isomeren 

20 DCCI/HOBt 3 -5 

DCCI/HOOBt 1,5-2,5 

DCCI/HONSu 1,5-2,5 

PPA 1-2 

HEP A 1,5-2,5 

25 Azid 1 - 2 



; Die Retentionszeit des D-Isomeren 
H-Trp-Ser- D-Tyr-D -Ser(Bu t )-Leu-Arg-Pro-NHEt wurde nach 
30 gezielter Herstellung der Verbindung mittels der PPA- 
Hethode erralttelt. 



35 



Bemerkenswert 1st, daB neben dem geringen Urafang an Racemi- 
sierung bei Anwendung der PPA-Methode, die Ausbeute und die 
Reinheit der Produkte besonders hoch 1st, 
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Tab. II Verglelch: Relnheit/Ausbeute 

Beispiel: Z-Trp-Ser-Tyr-D-Ser(Bu t )-Leu-Arg-Pro-NHEt; 
■das Reaktionsprodukt wird nach Isolierung gewogen, daraus 
5 die theoretische Ausbeute errechnet und mit Hilfe der HPLC 
wird eln relatives Reinheitskrlterium erstellt. 
HPLC-Methode : SSule: Nucleosll* 1 ^ 5SA (4 x 300 mm); Elu- 
tionsmittel: 40 % Puffer / 60 % Acetonltril (Puffer: 1 *ig 

KH 2 P0|,; pH: 5,8); FluB: 1 ml/min 
10 Detektor: 0V- 220 nm. 

Synthesemethode Ausbeute {% d.Th.) Reinheit; 

Flachen-* +) 



15 DCCI/HOBt * 69 73 

DCCI/HOOBt 72 75 

DCCI/HONSu " 75 77 

PPA 85-88 80 

MEPA 63 76 

20 Azid ; 70-80 55 



' Relatives Reinheitskrlterium nach HPLC; die Summe der 
Peak-FlSchen aller UV-absorbierenden Substanzen (bei 220 
25 nm) des Reaktionsprodukt chromatogramms wird gleich 100 
gesetzt. x Flachen-? entf alien auf die gewttnschte Sub- 
stanz (100 j£-Methode) . 

Die Erf indung betrifft weiterhin Tripeptide der Formel II 

30 

U _ A 1 - A 2 - A 3 - OH (II) 

in der U, A 1 -, A 2 und A^ wie oben definiert sind, 
insbesondere 

35 



Z - Trp - Ser - Tyr - OH, 
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sowie ein Verfahren zur Herstellung dieser Tripeptlde durch 
in der Peptldchemie tlbliche Fragmentkondensatlon von Pep- 
tidbruchstticken nach dera Kpndensationsscheraa (1-2) + 3 oder 
1 + (2-3), wobei andere funktionelle Gruppen gegebenenf alls 
durch im alkalischen oder sauren Medium abspaltbare Schutz- 
gruppen gegebenenf alls intermediar blockiert werden. 

Die Synthese der Tripeptide der Formel II erfolgt vorzugs- 
weise auf racemisierungsarraem Wege, d.h. unter Vermeidung 
10 von Synthesestufen, die eine Verseif ungsreaktion beinhal- 
ten, wie beispielsweise die im folgenden Schema beschrie- 
bene Synthese von Z-Trp-Ser-Tyr-OH. 



15 



Schema: 



Trp* 



20 H 
Z 
Z 

25 



♦ 



•OH 



OH 



DCCI/HONSu 
ONSU H 

mm 



Ser 




ONb*Tos-0H (VI/1) 



(VI/2) 



ONb 



(VI/3) 



(ID 



30 Die Verbindungeri II, VI/2 und VI/3 sind in der Literatur 
nicht beschrieben. Verbindung VI/1 wurde nach Shields, Mc- 
Gregor und Carpenter, J.Org.Chera. , 26 (1961) 1491 und Ver- 
bindung VI/H wurde nach E.Wunsch und K.H.Deiraer, 
Hoppe-Seyler's Z.Physiol. Chem., 353. (1972) 12^6 herge- 

35 stellt. 
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Es zeigte sich, daS der Herstellungsweg (liber VI/1 -> VI/4) 
ungewiihnlich rasch und einfach zum Ziele ftthrte, da die 
einzelnen Zwischenstuf en kristallin, in guten Ausbeuten und 
hoher Reinheit anfielen. Bemerkenswert einfach ist der Hy- 
5 drierschritt, der das Dipeptid von den Schutzgruppen be- 
freit, durchzuftthren (Beispiel 5.2). 

Die verwendeten Abktlrzungen bedeuten: 



Boc 


tert .-Butyloxycarbonyl 


DCCI 


Dicyclohexylcarbodiimid 


DMP 


Dimethylformamid 


Et 


Ethyl 


HOBt 


1-Hydroxybenzotriazol 


HONSu 


N-Hydroxysuccinlmid 


HOOBt 


S-Hydroxy-A-oxo-Sj^-dihydro-lja.S-benzotriazln 


MEPA 


Methyl-ethylphosphinsSureanhydrld 


ONb 


p-Nitrobenzylester 


ONSu 


N-Hydroxysuccinlmidester 


OBu 1 


tert.-Butylester 


PPA 


n-PropylphosphonsSureanhydrid 


Bu t 


tert.-Butylether 


Tos-OH 


p-Toluolsulfonsaure 


Z 


Benzyloxycarbonyl- 


NEM 


N-Ethylmorpholin 



Die nachfolgenden Beispiele sollen das erf indungsgeraSfle 
Verfahren erlSutern, ohne die Erfindung auf die hier stell- 
vertretend genannten Peptide zu beschrSnken. Ein Teil der 
Beispiele beschreibt Vergleichsversuche mit Verfahren des 
30 Standes der Technik. 
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Belsplel 1,1 

Herstellung von Z-Trp Ser-Tyr-D-Ser(Bu t )-Leu-Ars-Pro-NHEt 
* Tos-OH mit DCCI/HOBt 

5 

29,4 g (0,05 Mol) Z-Trp-Ser-Tyr-OH, 44,7 g (0,05 Mol H-D- 
Ser(Bu t )-Leu-Arg-Pro-NHEt * 2 Tos-OH und 6,75 g 
1-Hydroxybenzotriazol werden In 250 ml DMF gel8st und die 
Losung auf +5°C abgektihlt. Der Losung werden 6,4 ml N- 

10 Ethylmorpholln und 11,3 g DCCI zugesetzt und nach beendeter 
Zugabe wird die Temperatup auf ca. 20°C erhSht. Nach RUhren 
(iber Nacht wird vora ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff ab- 
gesaugt und das Piltrat auf Rtickstand eingedarapf t . Dieser 
wird In 600 ml Butanol aufgenomraen und rait 2 x 150 ml Soda- 

15* ISsung (5?ig)» 150 ml KochsalzlSsung (13*ig), 150 ml 
KHSO^-Losung (10£ig) und 150 ml Kochsalzlosung (5?ig) 
extrahiert. Die organische Phase wird konzentriert, vpm 
ausgefallenen Kochsalz abfiltriert und die konzentrierte Lo 
sung (200 ml) in 1,5 1 Diisopropylether eingertlhrt. Nach 

20 Filtration und Waschen mit 200 ml Diisopropylether wird die 
Substanz tiber ?2^5 im Vakuum getrocknet. 
Ausbeute: 44,8 g (69 % d.Th.) 

Wp 2 : - 31,6° (c = 1, Dimethylacetamid) 

25 

Belsplel 1.2 

Herstellung von Z-Trp-Ser-Tyr-D-SerCBu^-Leu-Arg-Pro-NHEt 
t Tos-OH mit DCCI/HOOBt 

Es wird wie Im Beisplel 1.1 verfahren, jedoch ans telle von 
1-Hydroxybenzotria'zol werden 8,15 g 
3-Hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro-l,2,3-benzotriazin(HOOBt) 

verwendet. 

Ausbeute:46,7 g (72 % d.Th.) 

[a] 22 : - 3i<> {c = Xj Dimethylacetamid) 
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Beisplel 1*3 

Herstellung von Z-Trp-Ser-Tyr-D-Ser(Bu t )-Leu-ArK-Pro-NHEt 
* Tos-OH mlt DCCI/HONSu 

5 Es wird wie im Beisplel 1.1 verfahren, Jedoch anstelle von 
1-Hydroxybenzotriazol werden 5,75 g N-Hydroxysuccinimid 
(HONSu) verwendet: 
Ausbeute: 48,7 g (75 % d.Th.) 

10 - [o]22 . _ 32 o ( c = i 9 Dimethylacetamid) 



Beisplel 1-4 

Herstellung von Z-Trp-Ser-Tyr-D-SerCBu^-Leu-Arg-Pro-NHEt 
15 * Tos-OH mlt PPA 

In 65 ml DMP werden 6,8 g (11,5 mmol) Z-Trp-Ser-Tyr-OH und 
10,3 g (11,5 mmol) H-D-Ser(Bu t )-Leu-Arg-Pro-NHEt* 2 Tos-OH 
bei Raumtemperatur gelSst und die Losung auf +5°C 

20 abgekiihlt. Aus zwei Tropf trichtern werden dann gleichzeitig 
innerhalb von 20 min. 11,1 ml N-Ethylmorpholin und 11,1 ml 
n-PropylphosphonsSureanhydrid (50 Gew.-Z in Methylen- 
chlorid) zugetropft. Die ReaktionslSsung wird fiber Nacht ge- 
rilhrt (bei Raumtemp.), im Vakuum auf ca. 20 ml einkonzen- 

25 triert und in 150 ml n-Butanol auf genoramen . Die Butanol- 
liSsung wird 2 x mit je 30 ml Sodalosung (5*ig), 30 ml 
Kochsalzl&sung (13*ig), 150 ml KHSO^-Losung (10?Sig) und 150 
ml Kochsalzlosung (53&ig) extrahiert, im Vakuum aufkonzen- 
triert, vom ausgef allenen Kochsalz abfiltriert und die kon- 

30 zentrierte L5sung in ca. 250 ml Diisopropylether 

eingetropft. Nach Filtration und Waschen mit 30-40 ml Di- 
isopropylether wird die Substanz (iber P^ im Vakuum ge- 
trocknet . 

Ausbeute: 13,1 g (88 % d.Th.) 

35 



[a]^ : - 33 >7° (c = 1, Dimethylacetamid) 
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Belspiel 1.5 

HerstelluriK von Z-Trp-Ser-Tyr-D-Ser (Bi^ )-Leu-ArK-Pro-NHEt 

* Tos-OH mlt MEPA 

5 Es wird im wesentllchen wie im Beisplel 1.4 verfahren rait 
Ausnahrae der folgenden Abweichungen: 

Die zu kuppelnden Peptide werden in je 30 ml DMP und Wasser 
gelbst; 2,3 E MEPA werden in 5 ml DMP verdttnnt und zuge^ 
tropft; mit ca. 3 ml N-Ethylmorpholin wird ein pH-Wert von 
10 pH = 7,5 eingestellt. 

Ausbeute: 9,4 g (63 % d.Th.) 

[a] 2 D 2 : - 30,4° (c = 1, Diraethylacetamid) . 

15 

Belspiel 1.6 

Herstellunp; von Z*Trp-Ser-Tyr-D"Ser(Bu t )"Leu-ArR-Pro-NHEt 

* HC1 nach dem Azjdverfahren 

20 50 g (83 muiol) Z-Trp-Ser-Tyr-N 2 H 3 werden in 350 ml DMP ge- 
lbst, die L5sung auf -30°C abgekiihlt, wShrend 20 min 45 ml 
einer 8 N HC1 in Dioxan zulaufen lassen, 12,5 ml t- 
Butylnitrit (in 100 ml Dioxan gelost) innerhalb von 20 min 
bei mindestens -20°C zudosiert, dann bei -20°C 20 rain iang 

25 gerUhrt, auf -30°C gekllhlt und mit 45,7 ml N-Ethylmorpholin 
versetzt. Dieser so zubereiteten AzidlOsung werden 55 g 
(61 mmol) H-D-Ser(Bu*)-Leu-Arg-Pro-NHEt* 2 Tos-OH, die in 
150 ml DMP gelSst und mit 15,2 ml N-Ethylmorpholin versetzt 
sind, zugegeben. Die Reaktionsteraperatur wird auf +5°C 

30 erhoht und die Mischung 20 Std. weitergerdhrt . 

Dann w3rd die Reaktionslosung zwischen 400 ml n-Butanol und 
4 1 einer 25#igen Kochsalzlosung verteilt. Die wSBrige Pha- 
se wird noch dreimal mit je 200 ml n-Butanol und die ver- 
35 einigten organischen Phasen dreimal mit Je 200 ml einer 
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6,7*Jgen KHSO. / 3,3*igen KgSO^-LBsung extrahJert. Nach 
Extraktlon mlt 200 ml 25*iger KochsalzlBsung erfolgt die 
Extraktion mlt 200 ml elner 5*igen Blcarbonatl6sung. Die 
Butanolphase wird lm Vakuum eingedampf t und das noch 
fltissige Konzentrat in 1 1 Essigester unter krSftigem 
Rtthren eingetragen. Der ausgefallene Niederschlag wird ab- 
flltriert, rait 200 ml Essigester gewaschen und im Vakuum 
getrocknet. 

Ausbeute: 51,7 g (73 % d.Th.) 

[°] 2 D 2 *• - 31»8° (c - 1 in Methanol) 



Belspiel 2.1 

15 Herstell ung von z-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2 
* Tos-OH mlt FPA 

29,H g (0,05 Mol) Z-Trp-Ser-Tyr-OH und M2,08 g (0,05 Mol) 
H-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2 * 2 Tos-OH werden in 200 ml DMP 
20 gelBst, die Losung auf ca. +5°C gektthlt und H8,6 ml NEM 
hinzugefiigt. Dann werden innerhalb von 20-30 rain 47,3 ml 
PPA (50tig in Methylenchlorid) zugetropft, die Temperatur 
der Reaktionsmischung auf Raumtemperatur gebracht und tiber 
Nacht geriihrt. Der Umsatztest erfolgt raittels DC-Kontrolle 

25 im Laufmittel Butanol/Eisessig/Wasser (3:1:1). Nach Aufkon- 
zentrieren der Losung auf ca. 100 ml wird in 600 ml Butanol 
aufgenommen und mlt 2 x 150 ml SodalBsung (5*lg), 150 ml 
KochsalzlBsung (13*ig), 150 ml KHSO^-LBsung (10*ig) und 150 
ml KochsalzlBsung (5*ig) extrahiert. Die organische Phase 

30 wird konzentriert, vom ausgefallenen Kochsalz abfiltriert 
und die konzentrierte Losung (200 ml) In 1,5 1 Diisopropyl- 
ether elngeriihrt. Nach Filtration und Waschen mit 200 ml 
Diisopropylether wird die Substanz ttber P 2 0 5 im Vakuum 
getrocknet. 

35 Ausbeute: 55,2 g (89 % d.Th.) 
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l a l 22 : - 30,1° (c - 1, Methanol) 
D 



Belsplel 2.2 

Herstellung von Z-Trp-Ser-Tyr~Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2 
* Tos-OH nach dem Azidverf ahren 

57,7 g (95,8 mmol) Z-Trp-Ser-Tyr-N^ werden in ^00 ml DMF 
gelost, die Losung auf -30°C abgektihlt, wShrend 20 rain 43,5 
ml einer 8 N HC1 In Dioxan zulaufen lassen, 13,9 ml t- 
Butylnitrit (in 125 ml Dioxan gelost) innerhalb von 20 min 
bei mindestens -20°C zudosiert, dann bei -20°C 20 rain lang 
geriihrt, auf -30°C gekUhlt und mit 50 ml N-Ethylmorpholin 
versetzt. Der AzidlSsung werden nun 70 g (83 mmol) H-Gly- 
Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2 * 2 Tos-OH, die in 400 ml DMF gelost 
und mit 30 ml N-Ethylraorpholin versetzt sind, zugegeben. 
Die Reaktionstemperatur wird auf +5°C erhSht und die Mis- 
chung 20 Std. wei tergerlihrt . 

Dann wird die Reaktionsl5sung zwischen 400 ml n-Butanol und 
5 1 einer 25Jigen Kochsalzlosung verteilt. Die wSBrige Pha- 
se wird noch zweiraal mit je 200 ml n-Butanol und die ver- 
einigten organischen Phasen zweimal ir.it je 250 ml einer BSSigen 
Bicarbonatlosung und vlermal mit je 150 ml einer 13?igen 
Kochsalzlosung extrahiert. Die Butanolphase wird Uber 
Natriumsulfat getrocknet und filtriert. Dann wird die 
Butanollosung in 6 1 Essigester eingeriihrt, der ausge- 
fallene Niederschlag filtriert, mit 500 ml Essigester ge- 
waschen und im Vakuum getrocknet. 
Ausbeute: 73 g (71 % d.Th.) 

M 22 :- 31,8° (c = 1, Methanol) 
D 
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Belsplel 3 

Herstellung von Z-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-OBu* mit PPA 

58,9 g (0,1 Mol) Z-Trp-Ser-Tyr-OH und 

5 11,7 g (0,1 Mol) H-Gly-Leu-OBu* * Tos-OH werden in 100 ml 
CH 2 C1 2 gelBst und die L3 sung auf 0° ... +5°C abgekUhlt. Aus 
zwei Tropf trichtern werden -gleichzeitig 96,5 ml N- 
Ethylraorpholin und 96,5 ml n-Propylphosphonsfiureanhydrid- 
Ifisung (50 Gew.-S5 in Methylenchlorid) unter Kiihlung wShrend 

10 20-30 rain zugetropft. Dann wird auf Rauratemperatur erwSrmt 
und die ReaktionslSsung nach 3-20 Std. mit 2 x 150 ml Soda- 
lSsung (5 %ig)» 150 ml KochsalzlSsung (13?ig), 150 ml 
KHSO^-Lasung (10?ig) und Kochsalzl8sung (5*ig) extra- 
hiert. Die Methylenchloridphase wird im Vakuum eingedampft 

15 und der verbleibende RUckstand aus Essigester/Ligroin 
kristallisiert. Nach Filtration und Waschen mit 100 ml 
Ligroin wird die Substanz im Vakuum getrocknet. 
Ausbeute: 70 g (86 % d.Th.) 

20 [a] 22 : - 25,8° (c - 1, Methanol) 

D 

Belsplel 1.1 

Herstellung von Z-Trp-Ser-Tyr-N, 

25 

6 g (10 mmol) Z-Trp-Ser-Tyr-NgHj werden in 10 ml DMP ge- 
16st, die L5sung auf -30°C gektihlt, 52,5 ml (12 mmol) 8 N 
HCl/Dioxan wfihrend 20 roin zulaufen lassen, 1,1 ml t- 
Butylnitrit (in 12 ml Dioxan gelost) innerhalb von 20 min 

30 bei -20°C zudosiert, dann bei -20°C 20 rain lang geriihrt, 
auf -30°C abgekUhlt und mit 5,3 ml N-Ethylmorpholin 
versetzt. Die kalte Losung wird in 650 ml kalten Diethyl- 
ether eingetragen und der Niederschlag durch Dekantieren 
vora Oberstand befreit, erneut mit kaltera Ether verrUhrt und 

35 dekantiert. Der RUckstand wird in 10 ml Methylenchlorid 
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aufgenoramen, dreimal mit ca. 25 S Eiswasser extrahiert und 
die LSsung Uber Natriumsulfat getrocknet. Bis zur Aufnahme 
der IR-Spektren wird die so erhaltene LSsung Ira Ktihlschrank 
aufbewahrt. Die frische LSsung zeigt Im IR eine scharfe'. 
5 Bande bei 4,7 um, nach ca. 1 h entsteht bei 4,5 um ein er- 
neutes Signal, das nach 24 Std. grSBer als das Signal bei 
4,7 urn 1st. Nach Schwyzer et al., Kelv.chim. Acta, 44. (196l) 
1991 1st diese Beobachtung als Curtius'sche Umlagerung 
eines SSureazids in das entsprechende Isocyanat zu deuten. 

10 

Belspiel 4,2 

Umsetzung einer gealterten Azidlosung mit H-D-Ser(Bu t )-Leu- 
Arg-Pro-NHEt * 2 Tos-OH 

15 Eine nach Beispiel 4.1 hergestellte Losung wird einen Tag 
bei KUhlschranktemperatur gelagert und mit einer LSsung von 
5 g (5,6 mmol) H~ D- S e r ( Bu^ ) -Le u- A r g- P r o- NHE t * 2Tos-0H in 
15 ml DMP zusammen mit 1 ml N-Ethylmorpholln versetzt und 
erneut bei +5°C tlber Nacht aufbewahrt. Das Produkt wird 

20 gemSB Auf arbeitungsverf ahren im Beispiel 1.6 isoliert und 
der Hydrierung in methanolischer LQsung in Gegenwart von 
Palladium auf Aktivkohle unterworfen. Das nach Hydrierung 
erhaltene Reaktionsprodukt wurde mittels HPLC (System: 
SSule: Nucleosil^ 5SA < 4 x 300 mm >; Elutionsraittel: 

25 40 % Puffer/ 60 % Acetonitril (Puffer: 1 *ig XI^POj,; pH: 
5,8) FluB: 1 ml/rain; Detektor: UV - 220 nm) untersucht. Da- 
bei trat neben dem Hauptprodukt H-Trp-Ser-Tyr-D-SertBu 1 ^)- 
Leu-Arg-Pro-NHEt mit einer Retentionszeit von ca. 25 min 
eln weiterer intensiver Nebenprodukt-Peak mit einer 

30 Retentionszeit von ca. 30 min in Erscheinung. Eine ver- 
gleichende Untersuchung der entsprechenden Produkte, die 
gemSB Beispiel 1.1 - 1.6 hergestellt worden waren, ergab, 
daB nur das Produkt nach 1.6 den Nebenprodukt-Peak mit 
einer Retentionszeit von ca. 30 min zu etwa 15 FlSchen-2 

35 enthielt, wShrend die Produkte nach dem erf IndungsgemSBen, 
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neuen Verfahren diese Nebenkoraponente nicht aufwiesen. 

Offenbar handelt e 8 sich bei dem Nebenprodukt mit der 
Retentionszeit von ca. 30 min ira HPLC urn ein Harnstoffderl- 
5 vat, das als Folgeprodukt der im Beispiel ^-1 beobachteten 
Curtius'schen Umlagerung des Azids In das Isocyanat anzu- 
sehen 1st. 



Belsplel 5.1 
10 Herstellunp: von Z-Ser-Tyr-ONb 

In einem 4 1-Vierhalskolben werden Sei Raumtemperatur in 
1,8 1 Dlmethylformamid, 2M,0 g Tyrosln-p-nltrobenzylester 
Toluolsulfonat und U9,6 S Benzyloxycarbonyl-serin gelost 
15 und die LSsung auf 0 - +5°C gekiihlt. Bel ca. 5°C werden 
300,0 ml N-Ethylmorpholln undwShrend 20 rain. 275,0 ml 
ein Propanphosphonsaureanhydrid/Methylenchlorid-L8sung zuge- 

tropft. 

20 Danach wlrd die Temperatur innerhalb einer halben Stunde 
auf Raumtemperatur erhSht. 

' Nach ca. 4 Stunden wlrd mit der Destination des DHFs unter 
Vakuum begonnen (am Rotatlonsverdampfer) . Sobald die 

25 Destination beendet 1st, wlrd der Rtickstand in Essigester 
gelost und Wasser zu einer klaren L8sung verrtlhrt.Der pH- 
Wert der waSrlgen Phase soil etwa pH 6 betragen. Die Essig- 
esterphase wirdim Scheldetrichter abgetrennt, die wSBrige 
Phase erneut mit Essigester ausgertibrt, beide organische 

30 Phasen werden verelnigt und die verbleibende wSBrige Phase 
wlrd nach DC-Kontrolle verworfen. Die organische Phase wird 
mit KHSO^-LBsung und NaHCC^-LBsung, Wasser Jewells ausge- 
rtihrt und abgetrennt. Die Essigesterlosung wird im Vakuum 
zur Trockne elngedampft, der Bilge Rilckstand wird rait Dl- 

35 ethylether verrUhrt, wobel das 01 durchkristallisiert. Das 
Produkt wird abgesaugt und im Vakuum getrocknet. 
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Ausbeute: 174,8 g (65 % d.Th.) 
Fp: 202-208° (Zers.), 

[a] 2 ^ 2 ; - 13,2° (c » 1, Dimethylacetamid) 

Beisplel 5*2 

Herstellung von Seryl-tyrosin (H-Ser-Tyr-OH) 

In einem 4 1 Vierhalskolben werden bei Raumtemperatur in 
2,0 1 Methanol und 1,0 1 Dimethylf omamid 177,0 g 
Benzyloxycarbonyl-seryl-tyrosin-p-nitrobenzylester 
(Z-Ser-Tyr-ONb) gelBst. Die LSsung wird mit 10,0 g wasser- 
feuchtera Katalysator (Pd/Aktivkohle) versetzt und unter 
RUhren bei Raumtemperatur 2 Std. hydriert. 

Es wird dann filtriert, zweimal mit Methanol/DMF (2:1) 

nachgewaschen. Das Filtrat wird im Vakuura zur Trockne 

eingedarapft. Der RUckstand wird in Diisopropylether einge- 

rtihrt, wobei das Produkt als flockiger, schnell sedimen- 

tierender Niederschlag anfSllt und abgesaugt werden kann. 

Das Produkt wird im Vakuum getrocknet. 

Ausbeute: 100,3 g (87 % d.Th.) 

[«] 22 : + 33,2° (c « 1, Methanol) 
D 

Beispiel 5 '3 

Herstellung von Z-Trp-Ser-Tyr-OH 

In 500 ml DMF werden 100,3 g Seryl-tyrosin (Gehalt: 77 %) 
suspen'diert • Der Suspension werden 249 g einer 502igen 
Lbsung von Z-Trp-ONSu in DMF und 35 ml N-Ethylmorpholln zu- 
gesetzt. Nach ca. 2 Std. hat sich die Suspension unter 
RUhren bei Raumtemperatur aufgelost. Das Losungsmittel wird 
im Vakuum entfernt und der RUckstand in 500 ml Essigester 
aufgenommen. Die Essigesterphase wird mit 1 1 85?iger Na- 
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triumbicarbonatl8sung ausgertihrt, die organlsche Phase wird 
nach DC-Kontrolle verworfen, erneut mit 1 1 Essigester 
Uberschichtet und mit 1,4 1 einer lOjigen KHSO^-LSsung vor- 
sichtlg sauer gestellt. Die organische Phase wird abge- - 

5 trennt, rait 1 1 Wasser gewaschen und im Vakuum auf ca. 300 
ml auf konzentriert , wobei das Produkt schon auszukristalli- 
sieren beginnt. Die Kristallisation wird durch Zugabe von 
1,5 1 Diisopropylether vervollstSndigt • Der Niederschlag 
wird abfiltriert und bei 40°C im Vakuum getrocknet. 

10 Ausbeute: 126,7 g ( 75,? d.Th.) 
Fp,: l65-172°C; 

W 22 : + 6,2° (c = 1, Methanol) 
D 

15' Beispel 6.1 

Herstellung von Z-Trp-Ser-Tyr-D-SerCBu^-Leu-Arg-Pro-NHEt 
* Tos-OH 

In einera 100 1-RtihrbehSlter werden 60 kg (63 1) DMF vorge- 
20 legt, darin nacheinander 10,34 kg (11,5 Mol) 

H-D-Ser(Bu t )-Leu-Arg-Pro-NHEt * 2 Tos-OH, 6,77 kg (11,5 
Mol) Z-Trp-Ser-Tyr-OH aufgelSst und die Losung auf +5°C 
abgekiihlt. In das ZulaufgefSB werden 10,13 kg (11,12 1) N- 
Ethylraorpholin geftillt und zunSchst davon 1,5 1 in die 
25 Reaktionslosung einflie&en lassen. 

WShrend einer Zeit von ca. 1 Std. werden zwischen +5 - 
+10°C 15,3 kg (11,1 1) n-PropylphosphonsSureanhydrld (50?ig 
in Methylenchlorid) zusaramen mit der restlichen N- 

30 Ethylmorpholininenge eingepumpt. Nach beendeter Zugabe wird die 
Reaktionstemperatur auf etwa 25°C erhbht und der Ansatz 5 
Std. gertthrt. Die Reaktionslosung wird dann durch Vakuum- 
destillation auf ca. 25 1 Restvolumen aufkonzentriert . Der 
konzentrierte RUckstand wird mit 150 1 n-Butanol in einen 

35 250 1 RiihrbehSlter mit gleich grofiem TrenngefSB (lberfahrt - 
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dann wird die Butanolphase nacheinander mit folgenden 
wSBrigen LBsungen extrahiert: 1) Sodalflsung, 2) KochsalzlS- 
sung, 3) SodalOsung, 4) Wasser, 5) KHSO^-LOsung und 5) 
KochsalzlSsung. 

5 

Die organische Phase wird auf ca. 50 1 konzentriert , das 
Konzentrat in das ZulaufgefSB des RUhrbehSlters trans- 
feriert, der RilhrbehSlter wird mit 165 kg (230 1) Diiso- 
propylether gefttllt und in diese gertihrte Pltlssigkeit 

10 werden wShrend 1 Std. 25 1 des Butanolkonzentrates ein- 
dosiert. Der entstandene Niederschlag wird noch 1 Std. 
nachgertthrt und schlieSlich abzentrifugiert . Mit der zwei- 
ten HSlfte des Butanolkonzentrates wird ebenso verfahren. 
Die Trocknung des Prqduktes erf olgt ira Vakuum bei 35-40°C. 

15 Ausbeute: 13,5 kg (90 % d.Th.) 

[a] 22 : - 33,7° (c = 1, Dimethylacetamid) 
D 
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P ATENT AN SP RO CHE 

1. Verfahren zur Herstellung von Peptiden der Formel I 
U _ a 1 - A 2 - A 3 - A 4 - A5 - X (I) 

in welcher 

U eine Urethanschutzgruppe, 
A 1 Trp oder D-Trp, 
A 2 Ser, Ala oder Thr, 
A^ Tyr oder Phe 

ifi Qiy, den Rest einer D-AminosSure oder den Rest eines 

D-AmJ nosSurederivates , 
A 5 Leu, N-Methyl-Leu, N-Ethyl-Leu, Ser(But), Cys(But), 

Asp(OBut), Qlu(OBut), Orn(Boc) oder Lys(Boc) und 
X OBut oder A6-Pro-Y bedeuten, 
wobei 

A^ fiir Arg, Orn, Lys oder Homoarglnin und 
Y fttr Gly-NH2, NH-NH-C0-NH2, (C]~C3)-Alkylamino, 
Cyclopropylamino, mlt Hydroxy oder Fluor substi- 
tulertes (Ci-C3)-Alkylamino oder mlt Hydroxy oder 
Pluor substituiertes Cycloalkylamino steht, 
dadurch gekennzeichnet , daB man ein Tripeptid der Formel 
II 

U - Al - A2 - A3 - OH (ID 

in welcher U, Al, A2 und A3 die oben genannte Bedeutung 
haben, rait einem Peptid der Formel III 

H - A* - A5 - X 



in welcher A 1 * , A5 und X die oben genannte Bedeutung ha- 
ben, oder dessen Derivat umsetzt. 
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2. Verfahren geraSB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 
U Benzyloxycarbonyl (Z) bedeutet. 

3. Verfahren gemSB Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeich- 
net, dafi 

A 1 Trp, 
A 2 Ser, 
A 3 Tyr, 

A^ Gly, D-Ala, D-Leu, D-SertBu*), D-Trp, D-Phe, 
D-Gln(cyclohexyl.), D-Naphthylalanin 3 
D-Benzylhistidin, D-Thr(Bu^), D-CysCBu 1 ), D-AspCOBu 1 ), D-Glu 
(QBu 1 ), D-Orn(Boc) oder D-Lys(Boc), A 5 Leu und 

X OBu*, Arg-Pro-NHC 2 H 5 , Arg-Pro-Gly-NH 2 Oder 
Arg-Pr o-NH-NH-Cp-NH 2 bedeuten . 

4. Verfahren gemSB einem der AnsprUche 1-3 zur Herstellung 
von 

U-Trp-Ser-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH 2# 

5. Verfahren gemSB einem der AnsprUche 1-4 zur Herstellung 
von 

U-Trp-Ser-Tyr-D-Ser(Bu t )-Leu-Arg-Pro-NHC 2 H 5 . 

6. Verfahren geraSB einem der AnsprUche 1-5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es in Gegenwart von Dicyclohexylcarbodi- 
imid unter Zusatz von 1-Hydroxybenzotriazol oder 
3-Hydroxy-4-oxo-3,4-dihydro-l > 2,3-benzotriazin oder N- 
Hydroxysuccinimid durchgefUhrt wird. 

7. Verfahren gemSB einem der AnsprUche 1-5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es in Gegenwart von Anhydriden' der Alkan- 
phosphonsfiuren oder der Dialkylphosphinsfiuren 
durchgefUhrt wird. 
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8. Verfahren geniaB Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet , daB 
es In Gegenwart von n-PropylphosphonsSureanhydrid oder 
HethylethylphosphinsSureanhydrld durchgefiihrt wird. 

5 9* Tripeptld der Formel II 

U - A 1 - A 2 - A 3 - OH II 

in welcher D, A 1 , A 2 und A 3 v:ie Im Anspruch 1 definiert 
Bind. 

10 

10. Z - Trp - Ser - Tyr - OH 

11. Verfahren zur Herstellung eines Tripeptids gemMB An- 
spruch 9 oder 10,- dadurch gekennzeichnet, daB es durch 

15 In der Peptidchemie iibliche Fragmentkondensation von 
Peptidbruchstttcken nach dem Kondensatlonsscheiaa 
(1-2) + 3 oder 1 + (2-3) herstellt, wobei andere funk- 
tlonelle Gruppen gegebenenfalls durch im alkalischen 
oder schwach sauren Medium abspaltbare Schutzgruppen ge- 

20 gebenenfalls lntermediSr blockiert werden. 



r r 

m * • 

. p . r ■ • f ♦ 

: : P15«2S0 

- 1 - HOE 84 /F 068 

PATENTANSPRUCHE ftir den Vertragsstaat Osterreich: 

1. Verfahren zur Herstellung von Peptiden der Formel I 
U - A 1 - A 2 - A 3 - A n - A 5 - X (I) • 

5 in w el cher 

U eine Urethanscbutzgruppe, 
A 1 Trp Oder D-Trp, 
A 2 Ser, Ala oder Thr., 
A 3 Tyr oder Phe 

10 ffi Gly > den Piest elncr D-AminosSure oder den Rest cines 

D-ArainosSurederivateSj 
A 5 Leu, N-Methyl-Leu, N-Ethyl-Leu, Ser(But), Cys(But), 

Asp(OBut), Glu(03ut), Orn(Boc) oder Lys(Boc) und 
X OBut oder A6-Pro-Y bedeuten, 
15 wobei 

A^ fur Arg, Orn, Lys oder Homoarginin und 

Y fur Gly-NH2, MH-MK-C0-NH2, (Ci-C3)-Alkylamino, 
Cyclopropylanlno > mlt Hydroxy oder Fluor substi- 
tuiertes (C]_C3)-Alkylani/no oder mlt Hydroxy oder 
20 Fluor substltui^rtes Cycloalkylarain steht, 

dadurch gekennzeichnet , daS man ein Tripeptid der Fomel* 
II 

D - Al - A2 - A3 - OH (II) 

25 

In welcher U,Al, A2 und A3 die oben genannte Bedeutung 
haben, nit einein Peptid der Formel III 

H - PM - A5 - X (III) 

30 

in velcher , A5 und X die oben genannte Bedeutung ha- 
ben, oder dessen Derivat umsetzt. 
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2. Verfahren gemSB Anspruch 1, dadurch gekcnnzeichnet , daB 
U Benzyloxycarbonyl (Z) bedeutet. 

3. Verfahren gemSB Anspruch 1 odor 2 3 dadurch gekennzeich- 
net, daG 

.A 1 Trp, 
A 2 Ser, 
A 3 Tyr, 

A 1 ' Gly/D-Ala-D-Leu, D-SerCBi^), D-Trp, D-Phe, 

D-Gln(cyclohcxyl), D-Naphthylalanin, D-GlutOBu*), 
D-Lys(Boc), D-Benzylhlstidin, D-Thr(3u t ) J D-CystBu*), 
D-AspCOBu*), D-GluCOBu*), D-Orn(Boc) oder D-Lys(Boc) 
und 

X OBu*, Ars-Pro-13HC 2 H 5 , Arg-Pro-Gly-NH 2 Oder 
Arg-Pro-MH-NH-C0-NH 2 bedeuten.* 

il. Verfahren geiaaB einera der Anspruche 1-3 zur Herstellung 
von ■ : 

U-Trp-Scr-Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-HH 2 . 

5. Verfahren gemaB einen der Ansprtiche 1-4 zur Herstellung 
von 

U-Trp^Ser-Tyr-D-SerCB^ )-Leu-Arg-?ro-NHC 2 K5 . 

6. Verfahren gemSB einen der AnsprQehe 1-5 , dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es in Gegenwart von Dicyclohexylcarbodi- 
imid unter Zusatz von 1-Hydroxybenzotriazol oder 
3-Hydroxy-4-oxo-3,A-dihydro-l,2 ,3-benzotriazin oder K- 
Hydroxysuccinlnid durchgefuhrt wird. 

7. Verfahren geraSS einen der Anspriiche 1-5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es in Gegenvrart von Anhydriden der Alkan- 
phosphonsSuren oder der DialkylphosphinsSuren 
durchsefiihrt wird. . 
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8. Verfahren gemafl Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafi 
es in Gegenwart von n-Propylphosphonsaureanhydrid oder 
MethylethylphosphonscLureanhydrid durchgefiihrt wird. 

5 9. Verfahren zur Herstellung eines Tripeptids der Formel 
II 

U - A 1 - A 2 - A 3 - OH (II) 
12 3 

10 in welcher U, A , A und A wie im Anspruch 1 definiert 
sind, dadurch gekennzeichnet, dafi es durch in der Peptid 
chemie iibliche Fragmentkondensation von Peptidbruch- 
stiicken nach dem Kondensationsschema (1-2) +3 oder 
1 + (2-3) herstellt, wobei andere funktionelle Gruppen 

15 gegebenenfalls durch im alkalischen oder schwach sauren 
Medium abspaltbare Schufzgruppen gegebenenfalls inter- 
medin blockiert werden. 

10. Verfahren gemaB Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB 
20 z-Trp-Ser-Tyr- OH hergestellt wird. 



